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and  Suwannee  River  natural  organic  matter  (NOM)  contain  complementary  signals  to  spectra 
obtained by negative electrospray (Blackburn, J. W. et al., Anal. Chem. 2017, 89 (8), 4382–4386). In 
that work we presented an ESI‐(‐) FTICR MS spectrum of SRFA that showed bimodal distribution of 
peaks  (200‐400 m/z  and  400‐800 m/z). He  et  al. Anal.  Chem.,  2018,  90  (9),  pp  5965–5967, DOI: 
10.1021/acs.analchem.7b05023  commented  on  this  unusual  appearance  and  suggested  that  the 
higher m/z values are due to dimerization.  In our response we demonstrate that  (i) a monomodal 
spectrum,  acquired  using  different  experimental  parameters,  produced  86%  identical  molecular 
formulae assignment to that obtained for the bimodal distribution spectrum; (ii) the heteroatom class 
distribution  was  practically  identical  for  both  spectra;  (iii)  taking  several  different  experimental 
approaches, we did not  find  any  evidence of oligomerisation  in our  spectra  (iv) we  showed  that 
different experimental parameters enhance peak intensities in different m/z regions of the FTICR MS 
spectra and produce spectra of SRFA containing peaks outside of the narrow 200‐700 m/z window (iv) 








techniques  –  negative  electrospray,  ESI‐(‐),  negative  matrix  assisted  laser  desorption  ionization, 
MALDI, and negative laser desorption ionization, LDI.1 In that work, we found that (i) MALDI and LDI 
ionize  similar classes of compounds;  (ii) MALDI, and by  implication LDI, does not appear  to cause 
undue  fragmentation  of  NOM  compounds;  (iii)  ESI  and  LDI  ionize  largely  different  classes  of 
compounds. Based on  these observations, we  concluded  that  LDI  is a useful additional  ionization 
technique when attempting to fully characterise the molecular diversity of complex NOM samples. 






they  had  not  seen  this  bimodal  distribution  before.  They  hypothesised  that  the  higher  mass 
distribution we observed may be due to dimerization of compounds, and suggested that we had not 







also  acquired  additional  spectra  aiming  to  induce  dimerization,  as well  as  spectra  optimised  for 
alternative, low mass ranges. 






















































this  is  true of  the normally distributed data as well.  Interestingly,  the bimodal data also  contains 
several minor signals, as  illustrated within the 701 m/z region; these are mostly at the noise  level, 
though some are also evident in the normally distributed data. These peaks could also be interpreted 






attempted  to  induce  aggregation  and  increased  concentration  from  0.1 mg/ml,  as  shown  in  the 




believe higher  concentration  samples would be possible  to  spray on our  instrument.  (ii) We  also 
experimented  with  a  variety  of  collision  cell  voltages  at  2.5  mg/ml,  but  found  no  evidence  of 
aggregation.  (iii)  We  further  investigated  the  effect  of  varying  the  ESI  capillary  temperature  – 
aggregation  should  be  less  favourable  at  higher  temperatures  –  and  observed  no  evidence  of 
aggregation  (Figure  S3).  (iv)  Finally, we  performed  semi‐selective MS/MS  experiments  at  higher 
masses (650 and 750 m/z, Figures S4‐S7) in an attempt to break non‐covalently bonded aggregates 
into their ‘monomers’, but only observed covalent fragmentation. In conclusion, these results confirm 















distribution  emphasising  higher  molecular  weight  species.  The  exact  cause  for  the  bimodal 
appearance of the spectra remains unknown to us. 
To allow  the scrutiny of  the data by a wider community, several SRFA spectra acquired at various 
conditions  in our  lab  have been made  available  in  raw  form  online.15  These  include  the bimodal 











SRFA  were  non‐aromatic,  whilst  >85  %  those  in  MALDI  and  LDI  were  classified  as  aromatic  or 
condensed aromatic. 
As argued in our paper, and  in agreement with the comment by He et al., LDI works because SRFA 
inherently contains matrix‐like chemistry, and avoids  the contamination and  signal  suppression of 
MALDI. We disagree that LDI is ‘much more straightforward’, however. LDI requires a more difficult 



























Dr. Mackay  for upkeep of  the  spectrometer, Dr. Clarke and Dr. Mackay  for  their guidance during 
spectra collection and reviewers for their helpful comments. 
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FIGURES 
 
 
 
Figure 1. Negative mode ESI FTICR mass spectra of SRFA. Left column shows the broadband normally 
distributed data (a), a per‐14 m/z expansion for this data (c), and a single nominal mass, 325 m/z, for 
this data (e). Right column shows the broadband bimodal data (b), the per‐14 m/z expansion for the 
bimodal dataset (d), and a single nominal mass for the bimodal data (f).  
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Figure 2. Heteroatomic class distributions for the bimodal and normally distributed datasets 
between 250‐600 m/z.  
 
Figure 3.  A single nominal mass (701 m/z) for the normally distributed (a) and bimodal (b) datasets. 
Assigned ion formula have been annotated. Median error of assignment in this window was 0.72 
ppm. Vertical lines have been added to aid comparison. 
